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(57) Abstract 

A peptide described as a cadherin derived growth factor (CDGF) has a sequence corresponding to a partial sequence of a 
pre-pro-cadherin, whereby the pre-pro-cadherin contains the domains of signal sequence, pro-sequence, cadherin repeats, transmembrane 
region and an intracellular domain. The invention is characterized in such a way that the sequence of the peptide comprises the pro-sequence, 
at least one of the other domains of the pre-pro-cadherin is absent, and the peptide contains cell proliferative, cell productive and/or cell 
differentiating properties. 
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(57) Zusammenfassung 

Als Cadherin Derived Growth Factor (CDGF) bezeichnetes Peptid, dessen Sequenz einer Teilsequenz eines Pra-Pro-Cadherins 
entspricht, wobei das Pra-Pro-Cadherin die Domanen Signalsequenz, Pro-Sequenz, Cadherin repeats, Transmembranregion und 
intrazellulare Domane aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz des Peptides die Pro-Sequenz umfaBt, mindestens eine der anderen 
Domanen des Pra-Pro-Cadherins fehlt und daB das Peptid zellproliferative, zellprotekttve und/oder zelldifferenzierende Eigenschaften 
aufweist. 
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Cadherin Derived Growth Factor und seine Verwendung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide 
(Eiweiftstof f e) mit zellprolif erativen, zelldif f erenzierenden 
und/oder zellprotektiven Eigenschaf ten, die als Cadherin Deri- 
ved Growth Factor (CDGF) bezeichnet werden sowie ihre Verwen- 
dung . 

Aufgabe der Erfindung ist es, Peptide bereitzustellen, die 
zellprolif erativen, zellprotektiven und/oder zelldif f erenzie- 
renden Eigenschaf ten aufweisen. 

Gelost wird die Aufgabe durch als Cadherin Derived Growth Fac- 
tor (CDGF) bezeichnete Peptide, deren Sequenz einer Teilse- 
quenz eines Pra-Pro-Cadherins entspricht, wobei das Prapro- 
Cadherin die Domanen Signalsequenz, Pro-Sequenz, Cadherin re- 
peats, Transmembranregion und intrazellulare Domane aufweist, 
dadurch gekennzeichnet , daft die Sequenz des Peptides die Pro- 
Sequenz umfaftt, mindestens eine der anderen Domanen des Pra- 
proCadherins fehlt und daft das Peptid zellprolif erative, zell- 
protektive und/oder zelldif ferenzierende Eigenschaf ten auf- 
weist. 

Die zellprolif erative Wirkung laftt . sich beispielsweise an pri- 
maren Osteoblasten aus Rattencalvari-en, die zellprotektiven 
und/oder zelldif f erenzierenden Wirkungen an primaren Nerven- 
zellkulturen aus Hinterwurzelganglien von Huhnerembryonen be- 
st inunen . 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form ist der CDGF ein Fragment 
des Pro-Cadherins, d.h des urn die Signalsequenz verkurzten 
Pra-Pro-Cadherins . 
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Besonders bevorzugt handelt es sich urn den N-Terminus des Pro- 
Cadherins, also den Teil, der bei der Prozessierung des Pro- 
Cadherins zum Cadherin abgespalten wird, bzw. um ein N- oder 
C- terminal verkurztes Fragment davon. 

Vorzugsweise weist der CDGF keinen Cadherin repeat auf . 

Erf indungsgemaB bevorzugte Ausf uhrungsf ormen sind Peptide mit 
der Sequenz 

Cadherin-1 human (28-154) : 

CHPGFDAESYTFTVPRRHLERGRVLGRVNFCTGRQRTAYFSLDTRFKVGTDGVITVKR- 
PLRFHNPQIHFLVYAWDSTYRKFSTKVTLNGHHHRPPPHQASVSGIQAELLTFPNSSP- 
GLRRQKR 

Cadherin-2 human (24-159) : 

EASGE IALCKTGFPEDVYSAVLSKDVHEGQPLLWFSNCNGKRKVQYES SEPADFKVD- 

EDGMVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEK^ 

PRQFSKHSGHLQRQKR 

Cadherin-3 human (27-107) : 

CRAVFRE AE VT LEAGGAE QE PG QALGKVFMGQE PAL FS T DNDD FT VRNGE T VQE R - 
RSLKERNPLKIFPSKRILRRHKR 

Cadherin-4 human (21-169) : 

HNEDLTTRETCKAGFSEDDYTALISQNILEGEKLLQVKSSCVGTKGTQYETNSMDFKG-. 

ADGTVFATRELQVPSEQVAFTVTAWDSQTAEKWDAVXVAQTSSPHSGHKPQKGKKWA- 

LDPSPPPKDTLLPWPQHQNANGLRRRKR 

Cadherin-5 human (26-47) : 
AGANPAQRDTHSLLPTHRRQKR 

Cadherin- 6 human (19-53) : 
TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRSKR 

Cadherin-6 human (19-51) : 
TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRS 
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Cadherin-8 human: 

MLLDLWTPLIILWITLPPCIYMAPMNQSQVLMSGSPLELNSLGEEQRILNRSKR 

Cadherin-B human (Cadherin-11 ) Precursor (23-53) : 
FAPERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRSKR 

Cadherin-B human (Cadherin-11) Precursor (26-51) : 
ERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRS (OB-CDGF) 

Cadherin-C human (Cadherin-12 ) -Brain-Cadherin Precursor (24- 
54) : 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRVKR 

Cadherin-C human (Cadherin-12 ) -Brain-Cadherin Precursor (24- 
52) : 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV 
Cadherin-D human (Cadherin 13) (23-138) : 

EDLDCT PG FQQKVFH I NQPAE FIEDQS I LNLT FS DCKGNDKLRYE VS S P Y FKVNS DGG- 
LVALRNITAVGKTLFVHARTPHAEFDMAELVIVGGKDISLQDIFKFARTSPVPRQKRP- 
SVLLLSLFSLACL 

Cadherin-F human (Cadherin 14) (22-60) : 
VPGWRRPTTLYPWRRAPALSRVRRAWVIPPISVSENHKR . 

Vorzugsweise ist das erf indungsgemaiie Protein ein aus dem Men- 
schen erhaltliches Protein Oder eine natiirlich vorkommende hu- 
mane Variante da von. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist auch ein neues Protein, das 
Teile der Minosauresequenz von CDGF umfaflt. Die Erfindung be- 
trifft vorzugsweise einen CDGF, welcher die oben dargestellten 
Aminosaurensequenzen enthalt, er kann jedoch auch Varianten 
dieser Sequenzen enthalten. Unter dem Begriff "Varianten" im 
Sinne der vorliegenden Erfindung sind Sequenzen zu verstehen, 
die durch Substitution, Deletion und/oder Insertion einzelner 
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Aminosauren Oder kurzer Aminosaureabschnitte sich von den oben 
dargestellten Minosauresequenzen der CDGF unterscheiden, 

Unter dem Begriff "Varianten" fallen sowohl naturlich vorkom- 
mende allelische Variationen der CDGF sowie durch rekombinante 
DNA-Technologie (insbesondere durch in vitro-Mutagenese mit 
Hilfe von chemisch synthetisierten Oligonukleotiden) erzeugte 
Proteine, die hinsichtlich ihrer biologischen und/oder immuno- 
logischen Aktivitat den CDGF entsprechen. 

Konservative Austausche sind beispielsweise Y flir/gegen V, K 
flir/gegen S, A fur/gegen S, D flir/gegen E, G flir/gegen S, R 
fur/gegen Q, R fur/gegen A, Q flir/gegen K. 

Erf indungsgemaB beansprucht werden auch Nukleinsauren, die fur 
die Peptide oder Derivate codieren oder komplementar zu diesen 
Nukleinsauren sind. Bei den Nukleinsauren kann es sich bei- 
spielsweise urn DNA, RNA, PNA oder nuclease-resistente Analoga 
handeln. Die erf indungsgemaB en Nukleinsauren eignen sich zur 
Expression der CDGF in vivo im Sinne einer Gentherapie sowie 
als Antisensenukleotide zur Verringerung der Expression. Auch 
Vektoren, die die Nukleinsauren enthalten sind Gegenstand der 
Erfindung. Die Vektoren eignen sich insbesondere zur Expressi- 
on des Peptides in gentechnisch veranderten Organismen. 

Desweiteren betrifft die Erfindung Antikdrper, die gegen CDGF 
oder Derivate davon gerichtet sind sowie Antagonisten/Inhibi- 
toren, die gegen CDGF, ein Derivat oder eine der erfindungs- 
gemafien Nukleinsauren gerichtet sind. Diese Substanzen eignen 
sich als Arzneimittel zur Behandlung von Zustanden, die mit 
einer Uberexpression der CDGF verbunden sind sowie zum Einsatz 
in der Diagnostik. 

Die erf indungsgemalien CDGF, Derivate, Verbindungen, Nuklein- 
sauren, Antikdrper und/ oder Antagonisten/Inhibitoren konnen 
zusammen mit ublichen Hilf smitteln als Arzneimittel verwendet 
werden. Es wird besonders bevorzugt, daft die Arzneimittel in 
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geeigneten galenischen Zubereitungen zur oralen, bukalen, in- 
travenosen, intramuskularen, intracutanen, intrathekalen, in- 
tranasalen, lokal-topischen Anwendung sowie als Aerosol zur 
transpulmonalen Applikation vorliegen. 

Die Menge an zu verabreichendem Arzneimittel betragt bevorzugt 
1 fig bis 1 g pro Darreichungseinheit pro Tag. 

Die erf indungsgemaflen Arzneimittel eignen sich zur Behandlung 
und Prophylaxe von degenerativen sowie metabolischen Erkran- 
kungen des Knochens wie Osteoporose, Osteomalazie und Osteope- 
nie, des Pankreas wie Diabetes mellitus, des Muskels wie Mus- 
keldystrophien, der Gefafte, des zentralen und peripheren 
Nervensystems wie periphere und zentrale Neuropathien, der 
Lunge wie Asthma bronchiale, des Magens wie Ulcus, sowie zur 
Therapie und Prophylaxe von entzundlichen Prozessen, gestorten 
Entziindungsreaktionen, Tumorerkrankungen, sowie zur Wund- und 
Knochenheilung . 

Das erf indungsgemaBe Diagnostikmittel enthalt poly- oder mono- 
klonale Antikorper gegen das erf indungsgemaBe Peptid, gegebe- 
nenfalls in markierter Form, wie in fluoreszenz- oder radioak- 
tiv-markierter Form, um in einem an sich bekannten ELISA oder 
RIA eingesetzt zu werden. Das erf indungsgemaiie Diagnostikmit- 
tel enthalt DNA, RNA und/oder PNA gegebenenf alls in modifi- 
zierter und/oder markierter Form zum Einsatz in dem Fachmann 
bekannten Testsystemen wie PCR oder Fingerprinting. 

Die Diagnostikmittel eignen sich zur Kontrolle von CDGF- 
Spiegeln in Geweben, in Sekreten und/oder in Korperf liissig- 
keiten wie Plasma, Urin und Liquor cerebrospinalis sowie als 
Marker fiir Funktionsstorungen des Knochens, der Muskeln, der 
GefaBe, des Nervensystems, der Lymphorgane, des Magen- 
Darmtraktes, des Immunsystems und von Diabetes sowie inflam- 
matorischen und neoplastischen Prozessen sowie als Marker bei 
Krebs (Tumormarker ) . 
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Die erf indungsgemaften CDGF und ihre Derivate sind durch Iso- 
lierung erhaltlich aus Hamofiltrat durch Kationenaustauscher- 
Extraktion mit nachf olgender Elution der adsorbierten Substan- 
zen, eine erneute Kationenaustauscher-Chromatographie des die 
Peptide enthaltenden Extraktes sowie mehrstufige Umkehrphasen- 
Chromatographie. Totalsynthetisch sind die erf indungsgemafien 
Peptide durch Festphasensynthese im Sinne der Merrifield- 
Syn these oder Fi us sigphas ens yn these nach deiu Fachmann an sich 
bekannten Methoden mit geschutzten Minosauren und anschlie- 
ftende Aufreinigung erhaltlich. Auch durch dem Fachmann an sich 
bekannte Verfahren der heterologen Expression mittels gangiger 
biotechnologischer Vektoren lassen sich die erf indungsgemalien 
Peptide herstellen. 

Beispielsweise wurde ein Peptid, das als OB-CDGF bezeichnet 
wird, mit chromatographischen Methoden aus humanem Hamofiltrat 
aufgereinigt und mit Hilfe eines Bioassays identif iziert . 

Das Peptid besitzt eine Molekularmasse von 3062.8 Da. Bislang 
wurde uber die Analyse einer cDNA eine OB-Cadherin Pra-Pro- 
Sequenz postuliert. In dieser aus der cDNA abgeleiteten Se- 
quenz findet sich die erf indungsgemafie Peptidsequenz direkt 
hinter der putativen Signalsequenz (siehe Figur 1) . 

Die biochemische Charakterisierung des erf indungsgemaiien Pep- 
tides erfolgte durch Massenspektrometrie und Sequenzierung 
des gesamten Peptides. Die Sequenzanalyse des biologisch akti- 
ven Peptides ergab die folgende Aminosauresequenz fur OB-CDGF: 

ERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRS 

Im ESI (Elektrospray Ionisation) -Massenspektrum des OB-CDGF 
wurde die Molekularmasse (MW) bestimmt mit: 

OB-CDGF, MW 3062.8 Da 
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Das erf indungsgemaBe Peptid ist durch ein Reinigungsverf ahren 
ausgehend von humanem Hamofiltrat erhaltlich. Dieses Verf ahren 
gemafi DE 36 33 707, welches die Gewinnung von Eiweilistof f en 
aus Hamof iltrat offenbart, wurde in einer modif izierten Form 
durchgef uhrt . 

Hamofiltrat fallt bei der Ultrafiltration des Blutes von Nie- 
renkranken in groJien Mengen an. Das humane Hamofiltrat wird 
gegebenenf alls mit Wasser verdunnt und angesauert. Der pH-Wert 
betragt vorzugsweise 1.5 bis 3.5, insbesondere 2.5 bis 3.0. 
Danach wird das Hamofiltrat uber einen Kationenaustauscher ge- 
leitet, beispielsweise einem mit Sulf onsauregruppen modifizie- 
renden Tragermaterial (Fraktogel SP - 650 (M) , Merck, Darm- 
stadt) . Die an den Kationenaustauscher gebundenen Peptide wer- 
den mit einer relativ hoch konzentrierten Salzlosung eluiert. 
Die Ionenstarke der Elutionslosung entspricht dabei ungefahr 
einer 0.5 bis 1 molaren Ammoniumacetatlosung . 

Das aufgefangene Eluat wird einer weiteren Kationenaustau- 
scher-Chromatographie unterzogen. Diese Chromatographie ist 
vorzugsweise eine Stuf enelution mit Puffern von ansteigenden 
pH-Werten . 

Die das erf indungsgemaBe Peptid enthaltenen Fraktionen werden 
mittels praparativer Umkehrphasen-Chromatographie und nachfol- 
gender semipraparativer Umkehrphasen-Chromatographie bei- 
spielsweise an C4-modif izierten Tragermaterialien weitergerei- 
nigt. Der Reinigungsgrad wird vorzugsweise mittels analyti- 
scher Umkehrphasen-Chromatographie an CI 8-modif izierten 
Tragermaterialien uberpruft. 

Die durch die chromatographische Reinigung erhaltene Substanz 
wurde der Strukturauf klarung zugeftihrt. Die Bestimmung der Mo- 
lektilmasse des nativen Peptids erfolgte mittels eines Elek- 
trospray-Massenspektrometers . Die Sequenzanalyse erfolgte liber 
einen Edman-Abbau der Peptide sowie von chemisch modif izierten 
Derivaten mit einem ABI 473 A Sequenzer. 
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Die Totalsynthese erfolgte a^ ublichen Festphasen im Sinne der 
Merrif ield-Synthese. Die Synthesestrategie und der Aufbau des 
Peptids und von ihm abgeleiteten Derivaten mit den entspre- 
chend geschutzten Aminosauren sind dem Fachmann bekannt. 

Das erf indungsgemafte OB-CDGF sowie seine cDNA, sein Gen und 
Analoga, Fragmente und Derivate zu dem Peptid, der cDNA und 
dem Gen sowie Antikorper, welche die Wirkung des OB-CDGF auf- 
heben, konnen als Arzneimittel Verwendung finden. 

Figur 1 zeigt die Domanenstruktur der Cadherine. 

Figur 2 zeigt die Chromatogramme der Isolierung des OB-CDGF 
aus Hamofiltrat. Die Identif izierung erfolgt durch ein Proii- 
f erationsassay an primaren Osteoblasten. Einzelheiten der Auf- 
reinigung konnen dem Beispiel 1 entnommen werden. 

Figur 3 zeigt das Elektrospray-Massenspektrum des isolierten 
OB-CDGF. Aus den zweifach und dreifach protonierten Ionen be- 
rechnet sich ein Molekulargewicht vom 3.062 Dalton. 

Figur 4 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurve von chemisch syntheti- 
siertem OB-CDGF auf die Proliferatin von primaren Knochenzel- 
len. In Figur 4a wird die Wirkung fur eine Inkubationszeit von 
72 Stunden, in Figur 4b fur eine Inkubationszeit von 48 Stun- 
den gezeigt. Gemessen wurde die Aufnahme von Bromdesoxyuridin 
(BrdU) . Der Einbau von BrdU wurde mittels ELISA gemessen. 

Figur 5 zeigt die spezifische Bindung von iodmarkiertem OB- 
CDGF an primare Osteoblasten (monolayer) und an die Extracel- 
lular Matrix (ecm) von primaren Osteoblasten. Dargestellt ist 
die Verdrangung des markierten OB-CDGF durch nichtmarkiertes 
OB-CDGF bei steigender Konzentration der Menge an nichtmar- 
kiertem OB-CDGF. 

Figur 6 zeigt die Stimulation von primaren Osteoblasten durch 
OB-CDGF Zugabe. Die intracellulare Calciumkonzentrat ion steigt 
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durch Zugabe von OB-CDGF an. Gemessen wurde der Calciumgehalt 
in Gegenwart von Fura 2 an Einzelzellen im Fluoreszenzmikro- 
skop. 

Figur 7 ist ein Westernblot, der die intracellular MAP- 
Kinaseaktivitat nachweist. Diese Aktivitat gilt als Parameter 
fur die Rezeptor- und Calcium-vermittelte Zellantwort auf 0B- 
CDGF an primaren Osteoblasten . Die obere Bande (46 kD) zeigt 
die Konzentration der MAP-Kinase nach Stimulation mit fotalem 
Kalberserum FCS (links) oder OB-CDGF (rechts) in Abhangigkeit 
der Inkubationszeit . Die untere Bande zeigt eine interne Kon- 
trolle fur den Zellauf schlufl/Westernblot . 



Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert. 



Bei spiel 1 



Hamof iltrat-Batch-Extrakt ion 



800 bis 1.000 L Hamof iltrat werden mit HC1 auf einen pH -Wert 
von. 2. 7 eingestellt und mit Wasser auf eine Leitf ahigkeit von 
5.5 mS/cm verdilnnt und mit einer Fluftrate von 3 L/min auf ei- 
nen starken Katipnenaustauscher aufgetragen. 



Chromatographiebedingungen: 



Saule : 

Saulenmaterial : 
Flufi: 

Detektion: 
Puffer A: 
Puffer B: 
Anlage: 



Vantage VA 250 (Amicon, Witten) 
Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 
3 L/min 

280 nm, pH, Leitf ahigkeit 

Hamof iltrat pH 2.7, Leitf ahigkeit 5.5 mS/cm 
0.5 M Ammoniumacetat 
Autopilot Chromatographiesystem, 
(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 



Nach Auftrag der insgesamt 1.000 L Flussigkeit uber Nacht wird 
mit mehreren Saulenvolumina 5 mM HC1 gespiilt. Die Elution der 
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gebundenen Peptide erfolgt als Batch-Elution mit 0.5 M Ammoni- 
umacetat. Hierbei wird eine komplette Elution der Peptide liber 
steigenden pH-Wert (6.8 - 7.2) und steigende Leitf ahigkeit 
(56 mS/cm) in etwa 5 L Eluat erreicht. 

Erste praparative Auftrennung 

Die Ammoniumacetat-Eluate der Batch-Extraktion werden in Men- 
gen von 5.000 bis 10.000 L Hamof iltrat-Peptid vereinigt. Nach 
pH-Einstellung auf pH 2.7 wird der Peptidextrakt unter Zumi- 
schung von VE-Wasser mit einer Leitf ahigkeit von 5.5 mS/cm auf 
den praparativen Kationenaustauscher aufgetragen. 

Chroma tographi ebedi ngungen : 
Saule: Vantage 250 VA 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 
Flufl: bis zu 3 L/min wahrend des Auftrages 



Nach Auftrag des Rohextraktes liber 240 min wird die Saule mit 
0.01 M HC1 gespult, bis die Leitf ahigkeit unter 1 mS/cm ist. 
Die Elution erfolgt dabei in mehreren Stufen mit den im fol- 
genden angegebenen Puffern 



Anlage : 



Detektion: 



Probe : 



0.5 bis 1 L wahrend der Elution 
280 nin, pH, Leitf ahigkeit 

Hamof iltrat pH 2.7, Leitf ahigkeit 5.5 mS/cm 
Autopilot Chromatographiesystem, 
(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 



Puffer 



pH-Wert Puf f ersubstanzen 



Leitf ahigkeit 



(mS/cm) 

Waschpuffer: 2.0 
Elutionspuf f er 1: 3.6 



0.01 M HC1 1 
0.1 M Zitronensaure- 



Elutionspuf f er 2: 4.5 



1-hydrat 2.9 
0.1 M Essigsaure + 



Elutionspuf fer 3: 5.0 
Elutionspuf fer 4: 5.6 



0.1 M Natriumacetat 4 . 0 
0.1 M Apfelsaure 6.2 
0.1 M Bernsteinsaure 6.1 
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Elutionspuf f er 6: 7.4 
Elutionspuf fer 7: 9.0 
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0.1 M NaH 2 P0< 4 . 9 

0.1 M NaH 2 P0 4 6.7 

0.1 M Ammoniumcarbonat 6.7 



Die Eluate 1-7 werden als pH-Pool I -VI I bezeichnet. Sie werden 
separat gesammelt. Die Elution erfolgt bis zum Erreichen einer 
neuen Basislinie, wobei fur die einzelnen pH-Pools I bis VII 
Elutionsvolumina von 10 bis 25 L erreicht werden. Der Chroma- 
togramm ist in Figur 2a gezeigt. 



Zweite praparative Auftrennung: 

Die einzelnen pH-Pools werden zur Fraktionierung und gleich- 
zeitigen Entsalzung uber eine Reversed Phase Chromatographic 
getrennt 



Chroma tographiebedingungen : 



Saule : 

Saulenmaterial : 
FluB: 

Detektion: 
Puffer A: 
Puffer B: 
Gradient : 



FineLine 100 (Pharmacia, Freiburg) 

Source RPC, 15 Fm 10 x 12.5 cm (FineLine 100) 

150 mL/min (FineLine 100) 

280 ran, Leitf ahigkeit, pH 

10 mM HC1 

80% Acetonitril in 10 mM HC1 
0-60% Puffer B in 5 Saulenvo lumen 



Nach Auftrag der pH-Pools wird die Saule mit Puffer A gespult. 
Wahrend der Elution werden Fraktionen zu 200 ml gesammelt. 
Das Chromatogramm ist in Figur 2 b gezeigt. Aliquots der Frak- 
tionen werden im Bioassay getestet. Die Fraktionen werden ge- 
f riergetrocknet und bei -20EC gelagert. 

Semipraparative Reverse-Phase C18-Chromatographie : 

Die im Bioassay aktive Fraktion 13 aus pH-Pool VI wurde uber 
eine semipraparative Reverse-Phase Saule auf getrennt. Die 
Fraktionen 5-7 enthielten die erf indungsgemafie Substanz. 
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Chromatographiebedingungen : 



PCT/EP98/06547 



Saule: 4,7 cm x 30 cm Stahlsaule 
FiAllmaterial : Vydac RP-C18 15-20 Fm, 300 A 
Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0, 1 % TFA, 80 % Acetonitril 

Gradient: 5 - 50% B in 45 min, 50 - 100% B in 10 min 

Flufl: 42 ml /min 

Detektion: 214 nm und 280 nm 

Chromatographieanlage : BioCad 

Fraktionen: a 1.5 min ab Start des Gradienten 
Das Chroma togramm ist in Figur 2c gezeigt. 
Massenbestimmungen 

Alle Massenbestimmungen der nativen und synthetischen Peptide 
wurden auf einem Elektrospray-Massenspektrometer (ESI-MS) 
durchgefuhrt . Die Molekulmassen des Peptids wurden entspre- 
chend der oben gezeigten Massenzahlen (MW) bestimmt. Das Mas- 
senspektrum ist in Figur 3 gezeigt. 

Sequenzbestimmung 

Das gereinigte, native und das synthetisch hergestellte Peptid 
wurde mittels Edman-Abbau auf einem ABI 473 A Sequenzer unter 
Verwendung des Standard-Programms analysiert. Die Proben wer- 
den auf eine Polybrene-Membran in Mengen zwischen 100 und 4 00 
pmol aufgetragen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der 
Massenbestimmungen ergab sich folgende Aminosauresequenz : 

ERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRS 

Datenbankvergleich 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR- 

Programmpakets an den SwissProt und EMBL-Nukleinsaure Daten- 
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banken durchgef tihrt . Die Sequenz entspricht den aus der cDNA 
abgeleiteten Aminosauren des humanen Cadherin-11 Precursors 
(Osteoblaten Cadherin, Propeptide Aminosauren 26-51) . 

Resynthese 

Die Synthese des Peptids mit der Sequenz 

ERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQVLQRS wurde nach der Merrifield- 
Festphasen-Methode ausgehend von geschutzten Fmoc-Minosauren 
durchgef uhrt . Das synthetische Peptid wurde iiber Umkehrphasen- 
Chromatographie auf gereinigt . Die Identitat und Reinheit der 
Substanz wurde mit Hilfe von Massenspektrometrie, Sequenzana- 
lyse und Kapillarzonenelektrophorese nachgewiesen . 

Bestimmung der biologischen Aktivitat von OB-CDGF (zellproli- 
ferativer Effekt) 

Die Isolierung des OB-CDGF erfolgte anhand seiner biologischen 
Aktivitat in einem Prolif erationssassay der primaren Osteobla- 
sten. Dazu wurden jeweils Aliquots der unter Beispiel 1 be- 
schriebenen einzelnen Chromatographiestuf en gef riergetrocknet 
und anschlieiiend dem biologischen Assay zugef iihrt. Die Frak- 
tionen, die jeweils ein positives Signal ergaben, wurden der 
weiteren Reinigung unterzogen. 

Der Assay miBt die Proliferation der Zellen, nachdem sie in 
serumfreien Medium mit 1 mg/ml Rinderserumalbumin gehalten 
wurden, dann die Proben zugegeben wurden und nach weiteren 48 
Stunden der Einbau von 3 H-Thymidin oder Bromdeoxyuranosin 
(Brdu) bestimmt wurde. Als Positiv-Kontrolle wird in diesem 
Assay knochenwachstumsfordernde Faktoren wie IGF oder Angio- 
tensin oder fotales Kalberserum (FCS) eingesetzt. 

Die Experimente wurden in Anlehnung an Pf eilschif ter et al., 
Endocrinology 126 , 703, 1990, durchgefiihrt . 

Die Gewinnung von primaren Osteoblasten erfolgte durch sequen- 
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tielle Abdauung mittels Collagenase aus fetalen Rattenkalvari- 
en- Dabei wurden 5 Zellf raktionen erhalten. Der Pool aus den 
Zellf raktionen 3-5 wurde in vitro kultiviert. Die Kultur der 
Zellen erfolgte in einem Inkubator bei einer relativen Luft- 
feuchte von 95%, einem C0 2 -Gehalt von 5% und einer Temperatur 
von 37EC. Die Untersuchungen der Pruf substanzen erfolgte in 
Kulturen der ersten, zweiten oder dritten Zellpassage. 

Fur die Untersuchung wurden die Zellen mindestens 95 Stunden 
vor Aufgabe der Pruf substanzen in einer Zellzahl von 7x1 0 3 Zel- 
len (in 100 fxl Kulturmedium) / Well in Mikrotiterplatten (MTP) 
mit Rundboden ausgesat. Dabei fand als Kulturmedium MEM Dul- 
becco (plus 4,5 g/1 Glukose plus 3,7 g/1 NaHC0 3 ohne Glutamin) 
Verwendung, dem 5% fetales Kalberserum (FKS) und 5000 U/ml Pe- 
nicillin/Streptomycin zugesetzt werden . 

Unmittelbar vor Zugabe der Priif substanzen zur Zellkultur er- 
folgte ein Austausch des Mediums gegen 150 \xl Medium, das an- 
stelle von FKS 1 mg/ml Rinderserumalbumin (RSA> enthielt. 
Prlif substanzen wurden in den gewunschten Konzentrationen dem 
RSA-haltigen Medium zugesetzt. Als Positivkontrolle wurde TGFiii 
(Transforming growth factor B 2 ) in Konzentrationen von 0,1- 
0,2 ng/ml mitgefiihrt. Pro (Positiv-) Kontrolle bzw. Substanz- 
konzentration wurden Dreif achbestiramungen durchgef uhrt . 

Die Inkubation der Zellkulturen mit Priif substanzen erfolgte 24 
bis 72 Stunden, in den letzten 3 Stunden zusatzlich unter An- 
wesenheit der Thymidinsonde (Zugabe von 1 jxCi Methyl- 3 H- 
Thymidin/MTP-Vertiefung in 20 [il PBS-L6sung) . 

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Zellkulturen 3x mit 
0,9%iger Kochsalzlosung gewaschen und anschlieftend mit je 
100 \il Fllissigszintillator (OptiPhase Supermix J der Firma Wal- 
lac) versetzt. Im AnschluB daran erfolgte die Vermessung der 
in die DNA eingebauten Radioaktivitat in einem Flussigszintil- 
lationscounter (1450 MicroBeta J der Firma Wallac) in cpm. 
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Bei der Auswertung dienen Zellkulturen, die ausschlielilich 
RSA-haltiges Medium erhalten hatten, als Kontrollen (100%) . 

Der OB-CDGF besitzt in dosisabhangiger Weise eine wachstums- 
fordernde Wirkung auf primare Osteoblasten (Knochenzellen) . 
Diese biologische Wirkung wurde sowohl fur das native als auch 
fur das synthetisch hergestellte Peptid nachgewiesen. 

Bei spiel 2 

Bestimmung der biologischen Aktivitat BR-CDGF 

Das der CDGF-Region des Cadherin-12 (BR-Cadherin; N-Cadherin- 
2) entsprechende Peptid mit der Minosauresequenz 
QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV, welches nach der Festphasensyn- 
these - wie unter Beispiel 1 fur das OB-CDGF beschrieben - 
synthetisiert wurde, wurde auf seine tiberlebens fordernde Wir- 
kung auf Primarkulturen von Neuronen aus Hinterwurzelganglien 
von Huhnerembryonen getestet. 

Das Testmodell ist f olgendermaften aufgebaut: 

Primare Nervenzellkulturen aus Hinterwurzelganglien von Huh- 
nerembryonen (Embryonalentwicklung E10) 

Die Preparation und Kultivierung erfolgt wie beschrieben von 
Borasio G.D., John J., Wittinghofer A., Barde Y.-A., Sendtner 
M. Heumann R. (1989) Neuron 2, 1087-1096. Zur Bestimmung von 
tiberlebens fordernden Effekten von Wirkstoffen wird die Bestim- 
mung des zellularen LDH-Gehalts nach einer Inkubationszeit von 
48 Stunden eingesetzt. Hierzu wird das Kulturmedium durch Aus- 
klopfen der Platte entfernt. Nur die vitalen Zellen bleiben am 
Plattenboden haften und kbnnen dann bestimmt werden. Zur Be- 
stimmung des LDH-Gehalts wird der LDH-Zytotoxizitatstestkit 
von Boehringer Mannheim (BM) eingesetzt. 
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Die Kulturen werden in 96-Well Mikrotiterplatten als Duplikate 
eingesetzt. Auf jeder Platte wird eine NGF-Eichkurve mitge- 
ftihrt und die biologische Aktivitat der Substanzen in pg/mL 
NGF-Aquivalenten ausgedruckt. Als niedermolekulare Referenz- 
substanz wird das Staurosporin-Derivat K252a in einer Konzen- 
tration von 300 nmol/L mitgef uhrt . 

Das Peptid zeigte in konzentrationsabhangiger Weise eine iiber- 
lebensfordernde Wirkung auf diese primaren Neuronen. Diese 
Zellen sind typische Nervenzellen, so daft BR-CDGF ein neuro- 
protektiver Faktor ist. 

Bei spiel 3 

Bestimmung der biologischen Aktivitat CAD6-CDGF (zellprotek- 
tiver Effekt) 

Das der CDGF-Region des Cadherin-6 entsprechende Peptid mit 
der Minosauresequenz TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRS , wel- 
ches nach der Festphasensynthese - wie unter Beispiel 1 fur 
das OB-CDGF beschrieben - synthetisiert wurde, wurde auf seine 
iiberlebensf ordernde Wirkung auf Primar kulturen von Neuronen 
aus Hinterwurzelganglien von Huhnerembryonen getestet. Das 
Testmodell ist, wie in Beispiel 2 beschrieben, aufgebaut. 

Das Peptid zeigte in konzentrationsabhangiger Weise eine iiber- 
lebensf ordernde Wirkung auf diese primaren Neuronen. 

Beispiel 4 

Bindungsassay von markiertem OB-CDGF an Osteoblasten 

Die Bindung der osteoprolif erativen Peptide an neonatale Rat- 
tenosteoblasten Monoschichten wurde unter Verwendung von 125 I 
markierten Peptiden durchgefiihrt . Die Iodierung erfolgte durch 
Chloramin T. Die spezifische Aktivitat der Peptide betrugt 
100.000 cpm/ng. Die Bindungsstudien wurden durchgefiihrt an 
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confluenten Schichten sowie der Extracelluar-Matrix einer er- 
sten Passage von neonatalen Rattenosteoblasten . Die Zellen 
wurden serumhaltigem Medium fur 24 Stunden inkubiert und dann 
vier mal mit PBS gewaschen und in 250 pi des Assaypuffers (20 
mM HEPES, 0,1 mg/ml BSA, pH 7,0) mit 80.000 cpm des iodmar- 
kierten Peptids in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen 
des unmarkierten Peptids fur 2 Stunden bei 4°C inkubiert. Dann 
wurde der Inkubationspuf f er entfernt und die Zellen viermal 
mit kaltem PBS gewaschen und mit 1 M NaOH solubilisiert . Die 
zellgebundene Aktivitat wurde mit Hilfe eines Gamma-Counters 
bestimmt. Die entsprechenden Versuchsergebnisse sind in Figur 
5 dargestellt. Mit Zunahme der Konzentration an nicht- 
markiertem OB-CDGF nimmt die Menge an spezifisch gebundenem 
markierten OB-CDGF ab. 

Bei spiel 5 

Intracellulare Calciumf reisetzungen in primaren Osteoblasten 

Die intracellulare Signalkette flir Calcium 2 * wird an einzelne 
Osteoblastenzellen gemessen. Die intracellulare Ca 2+ -Aktivitat 
von primaren Osteoblasten wird mit dem Ca 2+ empf indlichen Farb- 
stoff Fura-2 (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) gemessen. 
Die primaren Osteoblasten werden auf Glastragern (Durchmesser 
30 mm) flir ein bis drei Tage kultiviert, die an einer Perfusi- 
onskammer eines invertierten Mikroskops (Axiomat IDC-UV, 
Zeiss, Gottingen, Deutschland) befestigt ist. Die Zellen wur- 
den in einer modifzierten Krebs-Henseleit-Puf f erlbsung (KHB, 
Zusammensetzung 145 mM NaCl, 1,6 mM K 2 HP04, 0,4 mM KH 2 PO«, 1,3 
mM Calciumgluconat, 1,0 mM MgCl 2 , 5,0 mM D-Glucose, pH 7,4) fiir 
10 min bei 37 °C mit 5 pM Fura-2/Acetoxymethylester gelost in 
0,1 g/1 Pluronic F-127 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in 
RPMI 1640 (PAA, Colbe, Deutschland) inkubiert. 

Der Inkubation folgt eine Aquilibrierungsperiode von 10 bis 15 
min in der die Zellen mit KHB -L6 sung bei 37° mit einer Perfu- 
sionsrate von etwa 5 ml/min gespult werden. Die Fura-2- 
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beladenen primaren Osteoblasten werden bei 340, 360, 380 run 
mit einem Hochgeschwindigkeitsf ilterrad (Rotationsgeschwin- 
digkeit 10 Herz) , einem Einzelphotonzahlrohr (Hamamatsu, Herr- 
sching, Deutschland) und einer Xenonquarzlampe ( XBO 75 W/OFR, 
Zeiss, Deutschland) als Licht-/Impulsquelle gemessen. Die Fu- 
ra-2-Emission wird durch ein Langwellenf liter bei 510 rati mit 
einer Ultrafluar 125 x Glycerolimmersionslinse gemessen. Alle 

Messunaen werden an Pin^i 

— ^^^.j.v^xx ^uj.^uyciaiii l . ucis i v iei3 reiQ 

wird mittels eines justierbaren Loch mit etwa 8 urn Durchmesser 
gewahlt. Ausgewertet wird das Vernal tnis der Photonenemission 
nach Anregen bei 34 0 und 380 nm. Die Rohdaten werden auf Au- 
tofluoreszenz und Rauschen korrigiert . Der so erhaltene Hin- 
tergrundwert wird von den Melisignalen bei jedem Experiment ab- 
gezogen. Die Rohdaten werden berechnet und 10 benachbarte 
Datenpunkte werden gemittelt, urn eine Zeitauf losung von 1 Hz 
zu erhalten. Die Fluoreszenz bei 360 nm wird verwendet um die 
Calciumaktivitat zu prufen. Alle Proben werden vor dem Experi- 
ment in einem Phosphatpuf f er geldst und wenigstens fur 1 bis 2 
Minuten gemessen. Die Kalibrierung des Ca 2+ wird am Ende jedes 
Experiments durch Inkubation der Zellen mit dem Ca 2+ -Ionophore, 
Ionomycin (10 umol, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in Gegen- 
wart von 1,3 mmol Ca 2+ bzw. nominaler Abwesenheit (5 mM Ethy- 
lenglycol-bis (fl-aminoethyl ether), N, N, N' , N' -Tetraessigsaure, 
in Gegenwart von EGTA) gemessen. Nur Kalibrierungen sowohl mit 
Maximum- als auch Minimumwerten werden fur die Bestimmung des 
Ca 2+ -Wertes verwendet. Bei den Experimented bei denen die dop- 
pelte Kalibrierung nicht erfolgreich war, wird der Mittelwert 
aller Kalibrierung verwendet. Die entsprechenden Ergebnisse 
sind in Figur 6 gezeigt. 



Bei spiel 6 



wie bereits unter Beispiel 5 gezeigt, kann durch die Inkubati- 
on mit CDGF eine intrazellulare Calcium- Freisetzung an prima- 
ren Osteoblasten induziert werden. Um diese physiologische 
Antwort naher zu charakterisieren wurde der weitere intrazel- 
lulare Signalweg ("down stream" vom Calcium) untersucht. Eine 
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mogliche Signaltransduktionskaskade ist die Aktivierung der 
MAP-Kinase, ein Enzym, das eine wesentliche Rolle bei der Si- 
gnalvermittlung vom Zytoplasma in den Zellkern spielt. Bei der 
Weiterleitung des Signals kommt es zu einer Phosphorylierung 
des Enzyms, das mit einem spezifischen Antikorper detektiert 
werden kann. Der Nachweis dieses Proteins kann somit im We- 
sternblot erfolgen und stellt ein Maft fur die Phosphorylierung 
wie auch fur die Expression aufgrund des Stimulus dar. Primare 
Osteoblasten wurden iiber verschiedene Zeiten mit Cadherin bzw. 
Kontrollen (FCS) inkubiert. Durch Zugabe des Antikorpers wurde 
im Westernblot die Expression des Enzyms (MAP-Kinase) in der 
Zelle nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Figur 7 darge- 
stellt. Es ist deutlich sichtbar, daii ohne einen Stimulus wie 
FCS oder OB-CDGF keine Expression stattf indet, wahrend nach 
Stimulation eine deutliche Bande in der erwarteten GroBe der 
MAP-Kinase erscheint (obere Bande) . Je langer mit OB-CDGF sti- 
muliert wurde, desto deutlicher wurde die erkennbare Bande. 
Dies zeigt eindeutig, daB OB-CDGF zu einer Expression der in- 
trazellularen MAP-Kinase fuhrt. Hieraus lafit sich schlieBen, 
daB CDGF rezeptorvermittelt liber Calcium wirkt und die weitere 
Signalverarbeitung uber die MAP-Kinase verlauft. 
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Pa ten tan spr tiche 



1. Als Cadherin Derived Growth Factor (CDGF) bezeichnetes 
Peptid, dessen Sequenz einer Teilsequenz eines Pra-Pro- 
Cadherins entspricht, wobei das Prapro-Cadherin die Doma- 
nen Signalsequenz, Pro-Sequenz, Cadherin repeats, Trans- 
membranregion und intrazellulare Domane aufweist, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Sequenz des Peptides die Pro-Se- 
quenz umfaftt, mindestens eine der anderen Domanen des Pra- 
pro-Cadherins fehlt und daft das Peptid zellprolif erative, 
zellprotektive und/oder zelldif f erenzierende Eigenschaf ten 
aufweist . 

2. CDGF gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das 
CDGF zellprolif erativ auf primare Osteoblasten aus Ratten- 
calvarien wirkt. 

3. CDGF gemafi Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daft das CDGF zellprotektiv und/oder zelldif ferenzierend 
auf primare Nervenzellkulturen aus Hinterwur zelganglien 
von Htihnerembryonen wirkt . 

4. CDGF gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daft der CDGF ein Fragment des Pro-Cadhe- 
rins ist. 

5. CDGF gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daft es sich urn das Peptid handelt, das bei 
der Prozessierung von Pro-Cadherin zu Cadherin abgespalten 
wird oder urn ein Fragment davon handelt. 

6. CDGF gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daft der CDGF keinen Cadherin repeat auf- 
weist . 
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7. CDGF mit der Sequenz 

Cadherin-1 human (28-154) : 

CHPGFDAESYTFTVPRRHLERGRVLGRVNFCTGRQRTAYFSLDTRFKVGTDGVIT- 

VKRPLRFHNPQIHFLVYAWDSTYRKFSTPCVTLNGHHHRPPPHQASVSGIQ7VELLTFP- 

NSSPGLRRQKR 

Cadherin-2 human (24-159) : 

EASGEIALCKTGFPEDVYSAVLSKDVHEGQPLLNVFSNCNGKRKVQYESSEPADF- 
KVDEDGMVYAVRSFPLSSEHAKFLI YAQDKETQEKWQKLSLKPTLTEESVKESAEVE- 
E IVFPRQFS KHS GHLQRQKR 

Cadherin-3 human (27-107) : 

CRAVFRE AE VT LEAG GAEQE PG QALGKVFMGQE PAL FS T DNDD FT VRNGE T VQER- 
RSLKERNPLKI FPSKRILRRHKR 

Cadherin-4 human (21-169) : 

HNEDLTTRETCKAGFSEDDYTALISQNILEGEKLLQVKSSCVGTKGTQYETNSMD- 

FKGADGTVFATRELQVPSEQVAFTVTAWDSQTAEKWDAVLVAQTSSPHSGHKPQKGK- 

KVVALDPSPPPKDTLLPWPQHQNANGLRRRKR 

Cadherin-5 human (26-47) : 
AGANPAQRDTHSLLPTHRRQKR 

Cadherin-6 human (19-53) : 
TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRSKR 

Cadherin-6 human (19-51) : 
TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRS 

Cadherin-8 human: 

MLLDLWTPLI ILWITLPPCIYMAPMNQSQVLMSGSPLELNSLGEEQRILNRSKR 

Cadherin-B human (Cadherin-11 ) Precursor (23-53): 
FAPERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRSKR 

ERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRS ( OB-CDGF) 
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Cadherin-C human (Cadherin-12 ) - Brain-Cadherin Precursor 
(24-54) : 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRVKR 

Cadherin-C human (Cadherin-12) - Brain-Cadherin Precursor 
(24-52) : 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV 
Cadherin-D human (Cadherin 13) (23-138) : 

EDLDCTPGFQQKVFHINQPAEFIEDQSILNLTFSDCKGNDKLRYEVSSPYFKVNS- 

DGGLVALRNITAVGKTLFVHARTPHAEFDMAELVIVGGKDISLQDIFKFARTSPVPR- 
QKRPSVLLLSLFSLACL 



Cadherin-F human (Cadherin 14) (22-60) : 
VPGWRRPTTLYPWRRAPALSRVRRAWVIPPISVSENHKR 

Varianten von CDGF, dadurch gekennzeichnet , daft es sich urn 
allelische Variationen der CDGF oder urn durch in-vitro Mu- 
tagenese erhaltliche Peptide handelt, die in ihrer biol- 
ogischen und/oder immunologischen Aktivitat den CDGF ent- 
sprechen. 



Verbindung dadurch gekennzeichnet, daft sie CDGF oder Deri- 
vate gemaft den Anspruchen 1 bis 8 enthalten und zellproli- 
ferative, zellprotektive und/oder zelldif f erenzierende Ei- 
genschaften aufweisen. 



10. Nukleinsauren codierend fur CDGF gemaft einem der Ansprliche 
1 bis 1, Varianten gemaii Anspruch 8 oder Verbindung egmali 
Anspruch 9. 

11. Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daft sie komplementar 
zur Nukleinsaure gemaft Anspruch 10 ist. 

12. Nukleinsaure gemaft Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzei- 
chnet, daft es sich urn DNA, RNA, PNA oder nuclease-resis- 
tente Analoga davon handelt. 
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13. Vektoren enthaltend Nukleinsauren gemaft mindestens einem 
der Ansprliche 10 bis 12. 

14. Antikorper dadurch gekennzeichnet, daft sie gegen CDGF ge- 
maft einem der Anspruche 1 bis 7, eine Variante gemaft An- 
spruch 8, eine Verbindung gemaft Anspruch 9 gerichtet sind. 

15. Antagonist/Inhibitor dadurch gekennzeichnet , daii er ge- 
richtet ist gegen CDGF gemaft einem der Anspruche 1 bis 7, 
eine Variante gemafl Anspruch 8, eine Verbindung gemaft An- 
spruch 9 oder gegen eine Nukleinsaure gemaft einem der An- 
sprliche 10 bis 12. 

16. Arzneimittel enthaltend CDGF gemaft einem der Anspruche 1 
bis 7, eine Variante gemaft Anspruch 8, Verbindungen gemaft 
Anspruch 9, Nukleinsauren gemaft mindestens einem der Ans- 
pruche 10 bis 12, Antikorper gemaft Anspruch 14 und/oder 
Antagonisten/Inhibitoren gemaft Anspruch 15 zusammen mit 
ublichen Hilf smitteln. 

17. Diagnostikmittel enthaltend CDGF gemaft einem der Anspruche 
1 bis 7, eine Variante gemaft Anspruch 8, Verbindung gemaft 
Anspruch 9, Nukleinsaure gemaft mindestens einem der Ansp- 
ruche 10 bis 12, Antikorper gemaft Anspruch 14 und/oder An- 
tagonisten/Inhibitoren gemaft Anspruch 15 zusammen mit lib- 
lichen Hilf smitteln. 

18. Arzneimittel gemaft Anspruch 16 in geeigneten galenischen 
Zubereitungen zur oralen, intravenosen, intramuskularen, 
intracutanen, intrathekalen Anwendung sowie als Aerosol 
zur transpulmonalen Applikation. 

19. Verwendung der Arzneimittel gemaft Anspruch 16 oder 18 zur 
Behandlung und Prophylaxe von degenerativen sowie metabo- 
lischen Erkrankungen des Knochens wie Osteoporose, Osteo- 
malazie und Osteopenie, des Pankreas wie Diabetes melli- 
tus, des Muskels wie Muskeldystrophien, der Gefafte, des 
zentralen4 und peripheren Nervensystems wie periphere und 
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zentrale Neuropathien, der Lunge wie Asthma bronchiale, 
des Magens wie Ulcus, sowie zur zur Therapie und Prophyla- 
xe von entzundlichen Prozessen, gestorten Entzun- 
dungsreaktionen, Tumorerkrankungen, sowie zur Wund- und 
Knochenheilung . 

20. Verwendung des Diagnostikmittels gemafi Anspruch 17 zur 
Kontrolle von CDGF-Spiegelxi in Geweben, in Sekreten 
und/oder in Korper f lussigkeiten wie Plasma, Urin und Liqu- 
or cerebrospinalis . 

21. Verwendung des Diagnostikmittels gemaft Anspruch 17 als 
Marker fur Funktionsstorungen des Knochens, der Muskeln, 
der Gefafie, des Nervensystems , der Lymphorgane, des Magen- 
Darmtraktes, des Immunsystems und von Diabetes sowie in- 
flammatorischen und neoplastischen Prozessen sowie als Tu- 
mormarker . 

22. Verfahren zur Herstellung von CDGF oder gemafi> mindestens 
einem der Anspruche 1 bis 1, Varianten gemaB Anspruch 8 
oder Verbindung gemaB Anspruch 9 aus Hamofiltrat 

durch Kationenaustauscher-Extraktion mit nachf olgender 
Elution der adsorbierten Substanzen, eine erneute Ka- 
tionenaustauscher-Chromatographie des die Peptide ent- 
haltenden Extraktes sowie mehrstufige Umkehrphasen- 
Chromatographie oder 

durch Festphasensynthese im Sinne der Merrifield- 
Synthese sowie Fliissigphasensynthese nach dem Fachmann 
an sich bekannten Methoden mit geschlitzten Aminosauren 
und Aufreinigung oder 

durch dem Fachmann an sich bekannte Verfahren der he- 
terologen Expression mittels gangiger biotechnologi- 
scher Vektoren. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER : 

(A) NAME: Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Feodor-Lynen-Strasse 31 

(C) ORT: Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Cadherin derived growth factor 

und seine Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 14 
(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DAT ENT RAGE R : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 123 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Cys His Pro Gly Phe Asp Ala Glu Ser Tyr Thr Phe Thr Val Pro Arg 
15 10 15 

Arg His Leu Glu Arg Gly Arg Val Leu Gly Arg Val Asn Phe Cys Thr 
20 25 30 

Gly Arg Gin Arg Thr Ala Tyr Phe Ser Leu Asp Thr Arg Phe Lys Val 
35 40 45 

Gly Thr Asp Gly Val lie Thr Val Lys Arg Pro Leu Arg Phe His Asn 
50 55 60 

Pro Gin lie His Phe Leu Val Tyr Ala Trp Asp Ser Thr Tyr Arg Lys 
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65 70 75 



80 



Phe Ser Thr Lys Val Thr Leu Asn Gly His His His Arg Pro Pro Pro 

85 90 95 

His Gin Ala Ser Val Ser Gly lie Gin Ala Glu Leu Leu Thr Phe Pro 
100 105 HO 

Asn Ser Ser Pro Gly Leu Arg Arg Gin Lys Arg 
115 120 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 132 Arainosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Glu Ala Ser Gly Glu lie Ala Leu Cys Lys Thr Gly Phe Pro Glu Asp 
15 10 15 

Val Tyr Ser Ala Val Leu Ser Lys Asp Val His Glu Gly Gin Pro Leu 
20 25 30 

Leu Asn Val Phe Ser Asn Cys Asn Gly Lys Arg Lys Val Gin Tyr Glu 
35 40 45 

Ser Ser Glu Pro Ala Asp Phe Lys Val Asp Glu Asp Gly Met Val Tyr 
50 55 60 

Ala Val Arg Ser Phe Pro Leu Ser Ser Glu His Ala Lys Phe Leu lie 
65 70 75 80 

Tyr Ala Gin Asp Lys Glu Thr Gin Glu Lys Trp Gin Lys Leu Ser Leu 

85 90 95 

Lys Pro Thr Leu Thr Glu Glu Ser Val Lys Glu Ser Ala Glu Val Glu 
100 105 110 
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Glu lie Val Phe Pro Arg Gin Phe Ser Lys His Ser Gly His Leu Gin 
115 120 125 

Arg Gin Lys Arg 
130 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 78 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKsLS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Cys Arg Ala Val Phe Arg Glu Ala Glu Val Thr Leu Glu Ala Gly Gly 
15 10 15 

Ala Glu Gin Glu Pro Gly Gin Ala Leu Gly Lys Val Phe Met Gly Gin 
20 25 30 

Glu Pro Ala Leu Phe Ser Thr Asp Asn Asp Asp Phe Thr Val Arg Asn 
35 40 45 

Gly Glu Thr Val Gin Glu Arg Arg Ser Leu Lys Glu Arg Asn Pro Leu 
50 55 60 

Lys lie Phe Pro Ser Lys Arg lie Leu Arg Arg His Lys Arg 
65 70 75 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 144 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

His Asn Glu Asp Leu Thr Thr Arg Glu Thr Cys Lys Ala Gly Phe Ser 
15 10 15 
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Glu Asp Asp Tyr Thr 
20 

Lys Leu Leu Gin Val 
35 

Tyr Glu Thr Asn Ser 
50 

Ala Thr Arg Glu Leu 

65 

Thr Ala Trp Asp Ser 

85 

Ala Gin Thr Ser Ser 
100 

Lys Val Val Ala Leu 
115 

Pro Trp Pro Gin His 
130 



Ala Leu lie Ser Gin Asn 

25 

Lys Ser Ser Cys Val Gly 
40 

Met Asp Phe Lys Gly Ala 
55 

Gin Val Pro Ser Glu Gin 
70 75 

Gin Thr Ala Glu Lys Trp 

90 

Pro His Ser Gly His Lys 
105 

Asp Pro Ser Pro Pro Pro 
120 

Gin Asn Ala Asn Gly Leu 
135 



lie Leu Glu Gly Glu 
30 

Thr Lys Gly Thr Gin 
45 

Asp Gly Thr Val Phe 
60 

Val Ala Phe Thr Val 

80 

Asp Ala Val Leu Val 
95 

Pro Gin Lys Gly Lys 
110 

Lys Asp Thr Leu Leu 
125 

Arg Arg Arg Lys Arg 
140 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Ala Gly Ala Asn Pro Ala Gin Arg Asp Thr His Ser Leu Leu Pro Thr 
15 10 15 

His Arg Arg Gin Lys Arg 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 35 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Thr Leu Ser Thr Pro Leu Ser Lys Arg Thr Ser Gly Phe Pro Ala Lys 
15 10 15 

Lys Arg Ala Leu Glu Leu Ser Gly Asn Ser Lys Asn Glu Leu Asn Arg 
20 25 30 

Ser Lys Arg 
35 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
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Thr Leu Ser Thr Pro Leu Ser Lys Arg Thr Ser Gly Phe Pro Ala Lys 
15 10 15 

Lys Arg Ala Leu Glu Leu Ser Gly Asn Ser Lys Asn Glu Leu Asn Arg 
20 25 30 

Ser 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 54 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Met Leu Leu Asp Leu Trp Thr Pro Leu lie lie Leu Trp lie Thr Leu 
15 10 15 

Pro Pro Cys lie Tyr Met Ala Pro Met Asn Gin Ser Gin Val Leu Met 
20 25 30 

Ser Gly Ser Pro Leu Glu Leu Asn Ser Leu Gly Glu Glu Gin Arg lie 
35 40 45 

Leu Asn Arg Ser Lys Arg 
50 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 31 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Phe Ala Pro Glu Arg Arg Gly His Leu Arg Pro Ser Phe His Gly His 
15 10 15 
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His Glu Lys Gly Lys Glu Gly Gin Val Leu Gin Arg Ser Lys Arg 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 26 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C ) 3 T RAN G FORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Glu Arg Arg Gly His Leu Arg Pro Ser Phe His Gly His His Glu Lys 
1 5 10 15 

Gly Lys Glu Gly Gin Val Leu Gin Arg Ser 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 31 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gin Pro Gin Pro Gin Gin Thr Leu Ala Thr Glu Pro Arg Glu Asn Val 
15 10 15 

lie His Leu Pro Gly Gin Arg Ser His Phe Gin Arg Val Lys Arg 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
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Gin Pro Gin Pro Gin Gin Thr Leu Ala Thr Glu Pro Arg Glu Asn Val 
15 10 15 

lie His Leu Pro Gly Gin Arg Ser His Phe Gin Arg Val 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 129 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Glu Asp Leu Asp Cys Thr Pro Gly Phe Gin Gin Lys Val Phe His lie 
15 10 15 

Asn Gin Pro Ala Glu Phe lie Glu Asp Gin Ser lie Leu Asn Leu Thr 
20 25 30 

Phe Ser Asp Cys Lys Gly Asn Asp Lys Leu Arg Tyr Glu Val Ser Ser 
35 40 45 

Pro Tyr Phe Lys Val Asn Ser Asp Gly Gly Leu Val Ala Leu Arg Asn 
50 55 60 

lie Thr Ala Val Gly Lys Thr Leu Phe Val His Ala Arg Thr Pro His 
65 70 75 80 

Ala Glu Phe Asp Met Ala Glu Leu Val lie Val Gly Gly Lys Asp lie 

85 90 95 

Ser Leu Gin Asp He Phe Lys Phe Ala Arg Thr Ser Pro Val Pro Arg 
100 105 110 

Gin Lys Arg Pro Ser Val Leu Leu Leu Ser Leu Phe Ser Leu Ala Cys 
115 120 125 

Leu 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Val Pro Gly Trp Arg Arg Pro Thr Thr Leu Tyr Pro Trp Arg Arg Ala 
1 5 10 15 . 

Pro Ala Leu Ser Arg Val Arg Arg Ala Trp Val He Pro Pro He Ser 
20 25 30 

Val Ser Glu Asn His Lys Arg 
35 
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Box 1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 
Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

For further information, see form PCT/ISA/210 

Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



i. □ 



2 □ 



3. Claims Nos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . [ | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos . : 



4, 1 I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest [_J The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Although claim 19 relates to a method for treating the human/animal body, the search was 
carried out and was based on the cited effects of the composition. 

Although claims 20 and 21 relate to a method of diagnosis which is carried out on the 
human/animal body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
composition. 
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A. KLASSIFI21ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/12 C07K14/475 C07K16/22 



Nach der Internationalen Patent klassifikation (IPX) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBiETE 



Recherchierter Mindestprutstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K 



Recherchierte abor nicht zum Mindestprutstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betraeht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


US 5 646 250 A (SUZUKI S) 8. Juli 1997 
siehe Beispiele 2,3 


1-3, 
10-15 


A 


EP 0 585 801 A (HOECHST JAPAN LIMITED) 
9. Marz 1994 

siehe Beispiele 5-7; Tabelle 1 
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10-15 
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HIDENOBU TANIHARA ET AL: "Cloning of five 
human cadherins clarifies characteristic 
features of cadherin extracellular domain 
and provides further evidence for two 
structurally different types of cadherin" 
CELL ADHESION AND COMMUNICATION, 
Bd. 2, 1. Januar 1994, Seiten 15-26, 
XP000576845 
siehe Abbildungen 1-7 


1-3,7, 
10-15 
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X I Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamiiie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wis 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamiiie ist 



Datum des Abechlusses der internationalen Recherche 

2. Marz 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenbenchts 

16/03/1999 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemafJ Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt: 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verptlichtet ist, namlich 

Fur weitere Auskiinfte siehe Formblatt PCT/ISA/210 



2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dafc eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. 1 1 Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die international Recherche nbehorde hat festgestellt, dafi diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 • I I Da der Anmelder aile erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
! 1 internationale Recherchenbericht auf aile recherchierbaren Anspruche. 

2. Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

1 1 zusatzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur eintge der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

1 » internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind. namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. 1 | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faGt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Wlderspruchs : ~[ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Obwohl Anspruch 19 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 

menschl i chen/tier i schen KQrpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt 

und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Zusammensetzung . 

Obwohl die Anspruche 20 und 21 sich auf ein Di agnosti zierverf ahren , das 
am menschl ichen/tieri schen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Zusammensetzung. 
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